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(3) Proc6d6 pour la mise en evidence de la capacite d'un spermatozoide a subir la reaction acrosomal e. 



® L'tnvention conceme un proced6 de mise en evidence de la capacite (fun spermatozoide contenu 
dans un milieu donne a subir la reaction acrosomal e. 

U est caracterise en ce que, sur ledit spermatozoTde sur lequel on induit la reaction acrosomale, on 
met en evidence qualitativement et/ou quantitativement la fixation des proteines C3b ou iC3 ou d'un 
fragment desdites proteines ajoutees au milieu contenant ledit spermatozoTde. 

Application a la realisation de spemiogrammes et a la preparation de milieux de culture convenant 
pour la fecondation in vitro. 
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PROCEDE POUR LA MISE EN EVIDENCE DE LA CAPACITE D'UN SPERMATOZOTDE A SUBIR 

LA REACTION ACROMOSALE 



^invention a pour objet un procedS de mise en evidence de la capacite tfun spermatozoTde a subir la reac- 
tion acrosomale et 1'utilisation de ce precede pour la mise au p oint rftm mfiipn ^^^^^4^^^^ 
in vitro. 

La capacitation et la reaction acrosomale sont deux etapes successives indispensables pourqu'un sper- 
5 matozoTde humain soit fecond. 

En effet, seul le spermatozotde capacite peut se lier a la zone pellucide qui entoure I'oeuf et seul le sper- 
matozoide ayant subi la reaction acrosomale peut penetrer cette zone pellucide etfusionneravecla membrane 
de I'oeuf. 

La capacitation a lieu in vivo dans le tractus genital de la f emme. Ce processus, assez mai connu, semble 
10 impliquer une modification des composants de la surface de la tete du spermatozoTde. La reaction acrosomale 
a lieu in vivo pres de I'ovocyte. Elle correspond a une exteriorisation de la membrane interne de I'acrosome 
qui remplace la membrane plasmique de la tete du spermatozoTde et s'accompagne de la perte de fa membrane 
externe et du contenu de racrosome. 

Le phenomene de capacitation peut etre suivi de fecon indirecte parte test ditde penetration des ovocytes 
15 depelfucides de Hamster decrit par Yanagtmachi et al (1). Ces bio-essais sont toutefois delicats a mettre en 
oeuvre. Un inconvenient majeur reside en outre dans le fait qu'une population entiere de spermatozoTdes est 
evaluee sur la performance de quelques spermatozoTdes qui ont pu penetrer ou fiisionner. 

Grace a la microscopie eJectronique, fl a deja ete possible de bien etudier les evenements morphologiques 
exocytotiques correspondant a la reaction acrosomale (2). Cependant, cette technique ne peut etre mise en 
20 oeuvre pour des observations de routine. En outre, a est difficile rf observer la reaction acrosomale humaine 
au microscope optique. Jusqu'a present, seule une technique de triple coloration sur des spermatozoides fixes 
a ete proposee a cette fin (3). Une fois encore, ces methodes s'appliquent tres mal a la mise en evidence en 
routine de la reaction acrosomale chez rhomme. 

Etant donne le developpement actuel des techniques defecondation in vitro, 0 estsouhaitable de disposer 
25 d'un outil efficace pour suivre la reaction acrosomale et autoriser la mise au point de milieux biologiques qui 
seraient parfaitement adaptes a la mise en oeuvre de ces techniques. 

On a deja propose [(4) et (5)] des moyens pour suivre la reaction acrosomale sur des spermatozoTdes via- 
bles. Les techniques proposees dans ces references sont des tmmuno essais qui mettent en oeuvre, comme 
immunomarqueur, un anticorps monodonaJ dresse contre un antigene de la matrice de la membrane acroso- 
30 male externe, qui disparalt done des que la reaction acrosomale a eu lieu. Ces reactrfs sont done diffidlement 
utDisables en dosages de routine car, experimentalement, 0 est beaucoup plus difficile de mettre en evidence 
un signal qui dtsparaTt qu'un signal qui apparaTt 

II y a done un besoin reel de disposer (Tessais permettant de suivre de facon quantitative et/ou qualitative 
la realisation de la reaction acrosomale sur des spermatozoTdes contenus dans un mflieu donne. 
35 Dans une publication recente, Fenichel et al (6) ont mis en evidence la capacite d'un anticorps monoclonal 
de souris dresse contre le trophoblaste humain, appele GB24, a reconnaltre un determinant antigenique de la 
region acrosomale de la tete d'un spermatozoKJe humain. lis ont egalement suggere que Tantigene reconnu 
par GB24 etait present sur la membrane acrosomale interne, ce qui laisse entrevoir la possibDite d'utiliser cet 
anticorps comme marqueur clinique simple et direct de la reaction acrosomale et plus generalement de I'evo- 
40 lution de P6tat de maturation d'un spermatozoTde. 

La presente invention se propose de foumir d'autres moyens pour suivre la reaction acrosomale sur un 
spermatozoTde. 

En effet la Demanderesse a maintenant 6tabli que de facon surprenante, le composant C3b du comple- 
ment ou la molecule inactivee du C3, iC3, ou un fragment de ces prolines ou le composant C3 lui meme, est 
45 susceptible de se lier au spermatozoTde lorsque ceiui-ci a subi l*a reaction acrosomale. 

Cest pourquoi, Pinvention a pour objet un precede de mise en evidence de la capacfte d'un spermatozoTde 
contenu dans un milieu donne a subir la reaction acrosomale tararacterise en ce que, sur ledrt spermatozoTde 
surlequel on induit la reaction acrosomal ,onmt nevid nee qualitativement t/ou quantitativement la fixa- 
tion de la proline C3, C3b ou iC3, ou d'un fragment de ces proteines, ajoute(e) au milieu contenant ledit sper- 
so matozoTde. 

Le comptem nt estun systeme enzymatiquecomplexe jouant un role important sur lemecanisme effecteur 
de la reponse immunitare humorale. La protein C3b est un produit de clivage du complement tandis que la 
proline iC3 correspond a une forme du complement ayant perdu ses proprieles fonctionneJIes et btenue, a 
partir du complement C3, par un suite de congelations et decongelations. 
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Recemment, de nombreux recepteurs cellulaires specifiques, soit des formes natives, soit des produits de 
divage du complement ont et6 decouverts. Le principe a la base de ('invention est done ia decouverte <fun 
recepteur du composant C3b ou de la proteine iC3 sur les spermatozoTdes. 

Bien entendu, tout fragment desdites proteines convient egalement pour la mise en oeuvre de l'invention, 
des lors qu'fl se fixe au spermatozolde. 

La mise en evidence de la fixation du C3b ou d'iC3 sur le spermatozoTde peutse faire de drfferentes facons. 
Parmi les techniques usuelles, on peut citer en partictdier te marquage soit du C3b ou de TIC3 eux-memes, 
permettant la detection directe de la liaison, soit de preference d'un anticorps anti-C3, permettant la detection 
indirecte. 

De nombreux anticorps anti-C3 f e'est-a-dire diriges contre le complement sont disponiUes dans I 
commerce sous forme marquee ou non. I) est done particuiierement interessant de les mettre en oeuvre, 
puisquUs peuvent reconnattre a la fois la proteine C3b et la proteine iC3. On peut egalement envisager la pre- 
paration (fanfa'corps monodonaux diriges contre les proteines C3b et iC3 elles-memes ou leurs fragments qui 
se ffocertt au spenmatozolde. 

Toutes les techniques de marquage couramment utilisables dans les methodes de dosage immunologi- 
ques peuvent etre employees. On peut citer par exemple le marquage par un enzyme, un fiuorochrome, un 
isotope radioactif ou encore une particule. On citera de preference le marquage par un conjugue fluorescent 
Pour proceder a un dosage rapide et peu couteux de ('activation, on pourra utaiser avec avantage un marquage 
fluorescent couple soit a la microscopie a fluorescence, soit a la cytometrie de flux Cette technique sera decrit 
plus en details d-apres. 

Parmi les evenements precoces de I'activation du spermatozoTde, on constate en parficuBer I'augmentation 
du calcium intracellulaire et il est possfcle d'induhre rapidement in vitro la reaction acrosomale par ajout au milieu 
contenant le spermatozoide de drogues permettant une entree massive du calcium a Hnterieur du spermato- 
zoTde. On peut citer a cet egard le produit commercialise par la societe Sigma sous i'appellation ionophore cal- 
cique A23187, comme cela a ete decrit par Jamil et al (7). 

Cest pourquoi, suivant un mode de realisation avantageux de l'invention, on induit la reaction acrosomale 
en ajoutant un agent ©"induction approprie au milieu contenant je spermatozoTde. De preference, cet agent est 
I'ionophore calcique A23187. 

Le precede selon llnvention est particuiierement utile poursuivre la maturation des spermatozoTdes dans 
un echantaion da sperme donne. Un mode de realisation avantageux de invention consiste a mettre en evi- 
dence quantitativement la fixation de la proteine C3, C3b ou iC3 sur des spermatozoTdes contenus dans un 
echantaion de sperme. 

De preference, on prepare (edit echantaion de sperme a partir d'un sperme humain en separant les sper- 
matozoTdes du plasma seminal et en selectionnant les sperrnatozoldes viables et mobiles. 

Comme indique ci-dessus, une technique preferee pour la determination quantitative de la fixation de la 
proteine C3, C3b ou iC3 surun spermatozoTde est la cytometrie de flux. 

La cytofiuorometrie de flux, du fait qu'elle permet une etude precise des cellules en suspension prealable- 
ment marquees par un fiuorochrome, permet, outre la determination quantitative des spermatozoTdes ayant 
subi la reaction acrosomale, une mesure simultanee du nombre etde la viabilite des spermatozoTdes contenus 
dans rechanb'Ilon de sperme analyse. 

On a constate que la fixation de la proteine C3b au spermatozoTde est signrficativement moins bonne lors- 
que led it spermatozoTde n'a pas 6te capacite prealablement a Tinductfon de la reaction acrosomale. Cest pour- 
quoi, le precede selon Hnvention peut etre utilise pour mettre en evidence Taptrtude d'un spermatozoTde 
contenu dans un mffleu donne a subirPetape de capacitation. Suivant un mode de realisation avantageux de 
Invention, on induit la capacitation prealablement a I'induction de la reaction acrosomale. A cette fin, on peut 
utHiser par exemple le milieu B2 de Menezo, qui permet la survie et la maturation de spermatozoTdes (R. Acad. 
Spi. Paris (1976) 282, (1967). 

Finalement, it est clair que le procede conforme a Tinvention permet de suivre revolution de la maturation 
d'un spermatozoTde, sous PefTet de differents agents et/ou avec des concentrations variables desdrts agents. 
II est done possible de realiser des spermogrammes permettant d'obtenir des informations precises sur la 
numeration, la viabflite et la capacite a subir la reaction acrosomale de spermatozoTdes. 

L'invention a done egalement pourobjet une trousse pour la realisation d'un spermogramme caracterisee 
en ce qu'eSe contient la proteine C3, C3b ou iC3 ou un fragment de celles-cl Bien evidemment, lorsqu'on utilise 
la cytofluorometrie d flux on visualise et on quantifie la fixation de C3, C3b ou iC3 au spermatozofte par un 
anticorps an&C3 conjugue a un marqueur fluorescent 

Lors de la mise en oeuvre du procede selon l'invention, les proteines C3, C3b ou iC3 reconnafesent un 
recepteur sur le spermatozolde. Ces recepteurs peuvent etre obtenus par purification a partir du complexe 
recepteur-ligand forme avec les proteines C3, C3b ou iC3 ou encore prepares par genie gen§fiqu . 
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On peut egalement preparer des anticorps, monoclonaux ou polyclonaux, diriges centre ces recepteurs. 
L'invention a egalement pour objet ces produtts nouveaux. 

Llnduction de la faction acrosomal par des produte comme A23187 est efficace. Cependant. ces pro- 
dutts peuvent etre toxiques et ne sont done pas utilisables lorsque les spermatozoTdes actives sont destines 
a une fecondation in vitro. Actuellernent. le milieu synthetique B2 deja cite, qui permet la survie et la maturation 
des spermatozoTdes en quelques heures, est systematiquement utilise pour les fe condations in vitro Or, fe 
milieu bz ne permet I'activation que d'une faible proportion de spermatozoTdes et ne permet pas de determiner 
la periode optimaie dlncubation in vitro des spermatozoTdes avec I'ovule. D existe done ici encore, un besoin 
de disposer d'un mOieu de fecondation in vitro permettant une utilisation optimaie des spermatozoTdes. 

L'invention a done egalement pour objet un mflieu de fecondation in vitro, caracterise en ce quTI contient 
les proteines C3, C3b ou iC3 ou un fragment de ceUes-ci ou un anticorps anti-C3, ou un anticorps anti-C3b ou 
un anticorps antHC3. 

Plus gerieralement. le fait que les proteines C3 ( C3b ou iC3 se lient au spermatozoTde est une indication 
que ces proteines jouent un role dans la regulation de la fecondation du spermatozoTde. On sait par aOleurs, 
cfapres une publication de Fahmi et Hunter, 1985 (8), que la concentration en comp!6ment dans le liquide fol- 
liculaire est 5 a 20 fois plus eievee que dans le serum. Dans ce contexte, la decouverte a la base de I'invention 
pourrait permettre de mieux comprendre les interactions oeuf-sperme, et d'agir surces interactions, soft in vitro, 
soft in vivo. 

Le composant C3b pourrait se lierdefacon covalente a I'oeuf, et la rencontre avec un spermatozoTde active 
donneraft lieu a la fecondation a partir de la liaison recepteur-Jigand entre le C3b lie a i'oeuf et le recepteur 
C3b du spermatozoTde. Dans une autre hypothese, I'oeuf exprime un antigene analogue au composant C3b, 
et e'est cet antigene qui va se lier au recepteur C3b du spermatozoide. Par le jeu des liaisons recepteuMigand! 
on peut done prevoET de modifier les interactions oeuf-sperme en les favorisant ou en les inhibant soft dans 
rorganisme humain, soft in vitro lors de la mise en oeuvre de programmes de fecondation in vitro. 

C'est pourquoi, I'invention a egalement pour objet I'application du recepteur C3, C3b du spermatozoTde, 
du recepteur iC3 du spermatozoTde, d'anticorps diriges centre lesdits recepteurs, des proteines C3, C3b ou 
iC3, ou de fragments de ce!les-ci, cPanticorps anti-C3 ou plus specifiquement d'anticorps anti-C3b ou anti-iC3 
pour modifier les interactions oeuf/sperme, qu'eDes soient in vivo ou in vitro. 

II s'agit tout d'abord de I'uUIisation des proteines C3, C3b ou IC3 ou d'anticorps anti-C3 ou du recepteur 
C3, C3b ou iC3 du spermatozoTde ou d'anticorps diriges contre le recepteur desdites proteines ou de fragments 
de ceUes-ci sur le spermatozoTde pour contrfller TefRcacite ou la rapidite de la fecondation dans les milieux de 
culture pour fecondation in vitro. 

II s'agit egalement de I'utilisation du recepteur C3, C3b ou iC3 du spermatozoTde ou d'anticorps anti- C3 
comme medicaments ou vaccins contraceptrfs a I'usage des hommes ou des femmes. 

II est bien sOr possible d'utiliser a chaque fbis des fragments des proteines indiquees, des lors qu'ils 
comportent !es sequences convenant pour le but indiqu6. 

L'invention sera mieux comprise a I'aide de la description detaillee ci-apres qui comprend un exemple de 
determination quantitative de la proportion de spermatozoTdes contenus dans un echantillon de sperme a subir 
la reaction acrosomale. 

Les figures 1 a 3 suivantes illustrent I'invention : 

Figure 1 : elle represente I'analyse de drfferents echantiilons de sperme par immunofluorescence indirecte 
au moyen du microscope a fluorescence commercialise par la societe Zeiss sous Tappellation Axiophot 

a) : spermatozoTdes mobiles recemment ejacules visualises en contraste de phase ; 

b) : cette photo iflustre I'absence de r6velation des spermatozoTdes visualises en a) par le C3b ; 

c) : spermatozoTdes visualises en contraste de phase pour lesquels la capacitation a ete induite pendant 
6 heures dans un milieu B2 de Menezo puis la reaction acrosomale induite pendant 1 heure avec 10 
uMdeA23187; 

d) : memes spermatozoTdes qu*en c) visualises par le marquage au C3b ; 

e) spermatozoTdes marques au C3b apres permeabilisation a l'ac6tone ; 

f) spermatozoTde marque avec rantfeorps GS24 dans les memes conditions qu'en d). 

Figure 2 : elle represente sous forme d'un diagramme la relation entre la concentration en A23187 expri- 
mee n uM et la proportion de spermatozoTdes capacites ayant lie soft la proteine C3b t soft GB24. 
Figure 3 : elle represente sous forme d'un diapjamme la relation entre revolution du pourcentag de sper- 
matozoTdes ayant Ii6 GB24 (en abscisse) et 1'evolution du pourcentage de spermatozoTdes ayant lie C3b 
(en ordonnee) pour des concentration variables de A23187. 

L'exempl suivant decrit une methode quantitative de determination de la proportion de spermatozoTdes 
contenus dans un echantillon de sperme t ayant subi la reaction acrosomale. 
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1 ° - preparation du sperme 

On pr6leve des 6chantillons de sperme de donneurs dont la fertilite est Stablie ou dtiommes participants 
a un progrannme defecondation in vitro, le sperme preleve r6pondant aux conditions standards suivantes : plus 

5 de 50 x 10 6 spermatozo!des/ml ; plus de 70 % de spermatozoTdes mobiles ; plus de 70 % de forme normal . 
On rScupere les spermatozoities viables et mobiles en utilisantla technique dite de "swim-up". Selon cette tech- 
nique, on liquet le sperme pendant 30 mn a 37°C, puis on le lave deuxfois dans un milieu Tyrode (commer- 
cialism par la society Eurobio, Paris, France) puis on centrifuge a 500 g pendant 10 mn, puis on proced au 
"swim-up", c'est-a-dire qu'on depose sur le culot de spermatozoTdes du milieu B2 de M6n6zo qui content 1 % 

10 de s£rum albumine bovine et 1 .75 mM de CaCf 2 puis on recupere a partir du sumageant une fraction enrichie 
de spermatozoTdes viables et mobiles dont on ajuste la concentration finale des sperm atozorcles dans le milieu 
B2 aux environs de 1 a 10 x lO^/ml. On determine la mobility et la viabDite par microscopie en contraste de 
phase et par exclusion au bleu de Trypan. On place une partie des echantillons sur des plaques, on les seen 
a 1'air et on les fixe ensuite a Pacetone pendant 10 mn. 

15 

2° - Induction de la capacitation et de la reaction acrosomale 

on met a incuber les spenmatozldes mobiles et viables dans un milieu B2 a 37°C sous 5 % de C0 2 et 95 
% d'air pendant 6 heures pour induire la capacitation. Ensuite, on induit la reaction acrosomale en mettant a 
20 incuber les spermatozoTdes avec Honophore calcique A231 87, de facon a atteindre des concentrations finales 
dans le mflieu B2 de 1 a 20 micromoles, pendant des periodes de 30, 60 et 120 mn. 

3° : Preparation du complement 

25 On obtient le composant C3b du complement en traitant le complement C3 commercialise par la Societe 
SIGMA avec de la trypsine dans les conditions suivantes : 1 mg de trypsine pour 1 g de C3, pendant 1 heure 
a temperature ambtante. Ensuite, la reaction est arr£tee par f'addition de 2 mg d'inhibiteur de trypsine d soja 
commercialism par la Soci6te SIGMA. La proteine iC3 est obtenue apres une s6rie de 5 congelations dans 
fazote liquide etde decongeJations du complement C3. 

30 

4° - Methode de d6tection par immunofluorescence 

a) immunofluorescence indirecte : 

On met a incuber les spermatozoTdes avec le composant C3b ou iC3 dans un milieu B2 pendant 30 mn a 
35 raison de 5 ug de C3b ou d'iC3 pour 100 ui d'une suspension contenant 10 8 spermatozoTdes, puis on lave le 
milieu avec un tampon PBS, 0,15 M, pH 7, puis le mflieu est mis a incuber avec des anticorps anti-C3 obtenus 
chez la chevre. Ces anticorps sont ensuite reveles par un anticorps de lapin antHrnmunogfobulines de chevre 
conjugu6 au FITC en utiiisant la methode de Johnson & Holborow (9), de facon a obtenir un rapport final 
FITC/anticorps de 2:1 . Apres lavage final avec un tampon PBS, on examine les echantillons avec un micros- 
40 cope a fluorescence commercialism par la Societe Zeiss sous rappeliation Axiophot On fixe certains echan- 
tillons des suspensions de sperme avec du formaldehyde (1 % dans PBS) et on les stocke a 4°C. 

b) cytometric de flux : 

On utilise rappareil commercialise sous la designation ATC3000 par la societe ODAM, Wissembourg, 
France, pour analyser les suspensions de sperme obtenues apres incubation dans le milieu B2 et ditTe>encier 

45 les cellules devenues fluorescentes de Pensemble de la population ceilulaire. 

On part ©"echantillons contenant 5 x 10* spennatozoTdes/ml de PBS. On 6tablit une "fenatre de sperme", 
corrformement a la technique decrite par Haas et Cunningham (10), en utiiisant une distribution des sp rma- 
tozoTdes selon la dispersion de la lumiere, soit dans le prolongement du fatsceau (correspondant a la taille des 
cellules), soitsuivant un axe perpendiculaire au faisceau (correspondant a la densite des cellules). 

so Pour chaque 6chant3lon, on compte a I'interieur de la f enetre de sperme", par cytometric, I'intensite de 
fluorescence de 10 000 cellules. On se fixe un seuil de facon a ce que les spermatozoTdes dont I'intensite de 
fluorescence est en deca de ce seuil soient considers comme negatifs et non representes. 

Les resuttats d I'analyse par cytometric de flux, fllustres par la figure 1, permettent de conclure que la 
proteine C3b ne reagrt pas avec des spermatozoTdes recemment ejacules et separes du liquide seminal (Fig. 

55 1 b). Par centre, lorsque les spermatozoTdes sont <Tabord fixes puis permeabflises a I'acetone, on observe une 
reacti n sur la region acrosomale de la t§te du spermatozotde (Fig. 1e) ce qui prouve que le recepteur C3b du 
spermatozoTde se trouve effectivement dans la region acrosomale. Environ 40 % des spermatozoTdes mobiles 
et viables prepares comme indique precedemment reagissent positivement apres capacitation et induction de 
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la faction acrosomate par incubation avec A23187 (10 uM dans !e m3ieu B2, 17200 ethanol. 1 heure). Par 
comparaison, on a represents surla figure 1f les resultats obtenus avec GB24 qui reconnait une region iden- 
tique de la tsSte du spermatozotde. 

Par aDleurs, une analyse quantitative par cytometrie de flux de la reactivite de la proteine C3b et de la pro- 
line iC3 avec le spermatozoide d drfferents stades de maturation a donne les resultats indiques dans le tableau 
I ct-apres, qui compare les resultats obtenus avec C3b a ceux obtenus avec 6B24. 



TABLEAU I 



% de sperma- 
Etat <te tozoldes ayant 
maturation des reagi avec 
spermatozoides 


C3b 


iC3 


GB2<* 


avec capacitation 








- sans A23187 


10 


6 




- avec A23187 


*1 


32 


43 



II resulte clairement de ce tableau que des reactions analogues sont obtenues avec C3b f iC3 et GB24. La 
plus grande quantite de spermatozotdes ayant reagi est obtenue iorsque les spermatozoides se trouvent dans 
leur etat de maturation le plus avance, c'est-a-dire apres capacitation et induction de la reaction acrosomale 
avecA23187. 

On constate en outre que la reactivite du composant C3b est dependante de la concentration en A23187. 
La figure 2 montre qu'une reponse optimale est obtenue avec une concentration de 20 jiM. Les resultats sont 
analogues a ceux obtenus avec GB24. En outre, pour chaque concentration de A23187, on a mesure le pour- 
centage de spermatozoTdes ayant He C3b ou GB24 (Fig. 3) et on a etabli que si on cherche a representer Evo- 
lution du pourcentage de spermatozoides ayant lie le C3b avec revolution du pourcentage de spermatozoides 
ayant lie GB24, on obtient une correlation lineaire, ce qui signifie que, tout comme GB24 t C3b est un marqueur 
de la reaction acrosomale sur les spermatozoTdes humains. 
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Revindications 

1. Proced6 de mise en evidence de la capacite d'un speimatozoide contenu dans un milieu donne a subir la 
reaction acrosomale, caracterise en ce que, sur ledit spermatozoltfe sur lequel on induit la reaction acro- 

5 somale, on met en evidence qualitativement et/ou quantitativement la fixation de la proteine C3, C3b ou 

iC3 ou d'un fragment de ces prolines, ajoute(e) au milieu contenant ledit sperrnatozoTde. 

2. Proc&te selon la revendication 1, caracterise en ce que la proteine ajoutee est marquee. 

10 3. Procecte selon la revendication 1, caracterisS en ce qu'on ajoute au milieu un anticorps anti-C3 marque^ 

4. Proc6de selon Tune des revendications 2 ou 3, caracterise en ce que le marquage est effectue a Paide 
d'un conjugue fluorescent 

is 5. Proced6 selon Pune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que I'induction de la reaction acrosomale 
est effectuee par ajout au milieu contenant le spermatozolde d'un agent deduction approprie. 

6. Precede selon Pune des revendications 1 a 5, caracttrise en ce que ledit agent est Pionophore calciqu 
A23187. 

20 

7. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que avant induction de la reaction acro- 
somale, ledit spermatozolde est capacite. 

8. Procecte selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'on met en evidence quantitativement 
25 la fixation de la proteine ajoutee sur des spermatozoTdes contenus dans un 6chantiIlon de sperme. 

9. Proc6de selon la revendication 8, caractensS en ce que led'rt echantillon de sperme est obtenu a partir d'un 
sperme humain en separantles spermatozoTdes du plasma seminal et en s6lectionnant les spermatozoTdes 
viables et mobSes. 

30 

10. ProcedS selon la revendication 9. caracterise en ce que la quantification de la fixation se fait par cytometrie 
de flux. 

11. Precede selon Pune des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'on induit la capacitation prealaWement 
35 a I'induction de la reaction acrosomale. 

12. Application du precede selon Pune des revendications 1 a 1 1, a la mise en evidence de ('aptitude d'un sper- 
matozolde contenu dans un milieu donne a subir Petape de capacitation. 

40 13. Trousse pour la mise en oeuvre du proc6de selon Tune des revendications 1 a 1 1 , notamment pour la rea- 
lisation d'un spermogramme, caracterisee en ce qu'elle contient les proteines C3 t C3b ou iC3 ou un frag- 
ment de celles-ci. 

14. Mflieu de culture convenant pour la fecondation in vitro, caracterise en ce quMI contient les proteines C3, 
45 C3b ou iC3 du complement ou un fragment de ces proteines, ou portant ces proteines, ou un anticorps 

dirige contre lesdites proteines ou un fragment de celles-ci. 

15. Le recepteur C3b du spermatozolde. 

so 16. Un anticorps dirige contre le recepteur decrit dans la revendication 1 5. 

17. Le recepteur iC3 du spermatozolde. 

18. Un anticorps dirige contre le recepteur decrit dans (a la revendication 17. 

55 

19. Utilisation des proteines C3, C3b ou iC3 ou d'un fragment desdites proteines ou de proteines portant C3, 
C3b ou iC3, <f anticorps diriges contre lesdites proteines ou Pun de leurs fragments, des produits sel n I'une 
queloonque des revendications 15 a 18, pour modifier les interactions oeuf/sperme. 
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20. A titre de medicaments, les produits selon Tune des revendications 15 ou 16, ou, les, anticorps anti-C3. 

21. A litre de vaccins contraceptrfe a I'usage des hommes ou des femmes, les produits selon Tune des reven- 
dications 15 ou 16 ou les anticorps anti-C3. 

5 

22. Mi lieu de cultu re convenant pour ja feoondation in vitro, caracterise en ce gull contient le recepteur C3 ou 
le recepteur iU3 ou le recepteur iC3 du spermatozoFde ou un anficorps dirige contre lesdits recepteurs" 
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